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Zusammenfassung 

















membran  unabhängig  von  Proteinimportfaktoren  erfolgt. Der  zweite  Teil  dieser  Arbeit  beschäftigt 
sich  mit  dem  Einfluss  mitochondrialer  Importproteine  auf  die  Pathogenese  von  Neisseria  go‐





schinerie  in  den  Mitochondrien  erkannt  wird.  Infolgedessen  transloziert  es  in  die  innere 






den beiden Mitochondrienmembranen  liegen  könnte,  für deren Aufrechterhaltung möglicherweise 
der SAM‐Komplex verantwortlich ist. 











sized  in  the cytosol, and  translocated  into mitochondria by a  special protein  import machinery. Al‐
though many details are now known about its function several important aspects of protein import in 
mitochondria were  not  unraveled  yet.  To  begin with,  the  influence  of  the  different mitochondrial 
import complexes on apoptosis is not known. Further, the exact role of the protein import machiner‐










Bax and Bak  into the outer mitochondrial membrane occurs  independent of  its  import machineries. 
The second part of this thesis explores the influence of mitochondrial import proteins on the patho‐





this  import pathway. As a  consequence,  it  translocates  into  the  inner mitochondrial membrane  to 
exert  its toxic effect on the host cell.  In a further project, the role of  import complexes of the outer 
mitochondrial membrane  in  the maintenance  of  the mitochondrial morphology was  investigated. 
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By now, numerous publications unveiled  the  functionality of  the modules of  the mitochon‐
drial import components and their interplay in great detail. Often, yeast mitochondria were used for 
the majority of the studies in this field, mostly due to the easy availability of temperature sensitive or 
conditional yeast mutants. Although very similar  in principle, the protein  import apparatus  in mam‐
malian mitochondria was shown  to differ  in some aspects  from  its more ancient yeast counterpart 




stable  shRNA‐knockdown  cell  lines with  an  inducible  knockdown  of mitochondrial  import  compo‐
nents was generated within the frame of the current thesis. These cell lines entail several advantages, 
ranging  from being highly homogeneous as a clonal population  to  the uncomplicated expansion of 
cellular material without additional costs to the possibility of knocking down essential genes due to a 
conditional  approach. Using  this  tool,  different  aspects  of mitochondrial  protein  import were  ad‐
dressed. First of all, a possible  implication of the mitochondrial  import machinery on apoptosis was 
investigated.  In  a  second  project,  the  fate  of  a  pathogenic  β‐barrel  protein  from Neisseria  gonor‐
rhoeae that targets the mitochondria of host cells upon infection was unveiled. Finally, a novel role of 








      2
2 Introduction 
2.1 The origin of mitochondria 









already 90  years earlier by Andreas  Franz Wilhelm  Schimper and Konstantin Mereschkowski. Mar‐
gulis´ work  is based on  the assumption  that “an aerobic prokaryotic microbe was  ingested  into  the 
cytoplasm  of  a  heterotrophic  anaerobe”,  resulting  in  the  evolution  of  “the  first  aerobic  amitotic 
amoeboid organism” [Sagan, 67].  
More recent work on the mitochondrial genome suggests a close relationship of the former 
endosymbiont  to  today´s  α‐proteobacteria,  a  group  of  obligate  intracellular  pathogens.  Sequence 





mitochondrial  heat  shock  protein  genes  in G.  lamblia,  however,  suggests  that  this  organism  once 
 
 
 Figure 2‐1. Structural  features of mitochondria.  (a) Mitochondria  from HeLa cells stained with the mitochon‐
dria‐specific dye MitoTracker Orange  reveal  a network organization  in  confocal  fluorescence microscopy.  (b) 
Enlargement of a section from a. (c) When the same cells are analyzed by transmission electron microscopy, the 
typical grain  structure of mitochondria can be  seen;  scale bar, 200 nm.  (d) Enlargement of a  section  from c. 
IMM, inner mitochondrial membrane; IMS, intermembrane space; OMM, outer mitochondrial membrane. 
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possessed  a mitochondrion‐related  organelle, which was  degraded  to  the  genome‐less mitosome 









genes migrated  to  the  nuclear  genome,  probably  first  as  duplications,  to  get  lost  later  from  the 
mtDNA once an appropriate protein transport system into mitochondria had evolved [Dyall, 04]. Hu‐
man mtDNA  specifies 13  respiratory  chain proteins, 2  rRNAs and a  set of 22  transfer RNAs  (tRNA) 
sufficient for the translation of all mitochondrial codons [Gray, 99].  
The transfer of mitochondrial genes to the nucleus that was enabled once the mitochondrial 
protein  import machinery had been established  is thought to be advantageous because  it facilitates 
coordinate expression, enables homologous recombination, and reduces the risk of DNA damage by 
reactive oxygen  species  (ROS). Yet,  the question why mitochondria  retained  their own genome  re‐
mains unsolved, though different models exist [Allen, 03; Dyall, 04; Woodson, 08]. The “frozen acci‐
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2.2 Protein import into mitochondria 
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imported and assembled into the OMM by the SAM (sorting and assembly machinery) complex. The 
TIM (translocase of the inner mitochondrial membrane) 22 and 23 machineries mediate transport of 








Marc, 02; Suissa, 82], most mitochondrial proteins are  synthesized  in  the  cytosol and  translocated 
into  the organelle  in a posttranslational manner  [Endo, 03; Pfanner, 04]. Cytosolic  factors keep  the 
precursors  in an unfolded state and assist  in their recognition by receptor proteins at the mitochon‐
drial surface. Due to the widely usage of mammalian transcription and translation systems, practically 
all of  these  factors were  identified  in mammals.  The  cytosolic  forms of  the molecular  chaperones 
Hsp70 and Hsp90 sequester unfolded precursors and mediate the contact with the  import receptor 
Tom70 [Fan, 06; Terada, 95; Young, 03]. The mitochondrial import stimulation factor (MSF) was found 










sequence  is  sufficient  to  artificially  target  various  cytosolic  proteins  to  the mitochondrial matrix 
[Horwich, 85; Hurt, 84]. Among  fungi and higher eukaryotes,  this presequence  is widely conserved 
[Neupert, 07]. Upon  translocation of  the precursor proteins  into  the matrix,  the presequences are 
usually cleaved off by  the highly  conserved   mitochondrial processing peptidase  (MMP)  [Gakh, 02; 
Mori, 80; Ou, 89], and,  in the case of proteins  involved  in oxidative phosphorylation, additionally by 
the mitochondrial intermediate peptidase (MIP) [Chew, 97; Kalousek, 92].  
Additional sorting sequences can  lead  to  the  targeting of presequence‐containing precursor 
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tonishing  that  the  import of nearly all mitochondrially destined proteins  starts at  the  same  import 
device,  the  TOM  complex  (Figure  2‐3).  This  elaborate machinery  recognizes  precursor  proteins  by 
specific receptors and transfers them across the outer mitochondrial membrane.  
The  core  of  the  TOM  complex  consists  of  the  integral membrane  proteins  Tom40,  Tom22, 
Tom5, Tom6 and Tom7. Loosely attached to this TOM core complex are the  integral membrane pro‐
teins Tom20 and Tom70 [Dekker, 96; Dekker, 98; Kunkele, 98; Meisinger, 01]. According to structural 




the  size  of  the  Tom40  pore  requires  an  unfolded  precursor  conformation,  loopwise  translocation 
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Figure 2‐3. The mitochondrial TOM complex. Presequence‐containing precursors are recognized by the Tom20 




shock  protein;  IMS,  intermembrane  space; OMM,  outer mitochondrial membrane;  TOM,  translocase  of  the 
outer mitochondrial membrane.  
Tom20 and Tom70 are  the major  receptors of  the TOM complex. Both are N‐terminally an‐
chored in the OMM and are equipped with large hydrophobic domains protruding into the cytoplasm. 
Although they differ  in substrate specificity, both receptors seem to have overlapping functions and 
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The small Tom subunits are tail‐anchored transmembrane proteins that are closely associated 
with Tom22 and Tom40  [Dembowski, 01]. The  loss of  individual small Tom proteins does not affect 
mitochondria significantly, but simultaneous depletion of all three Tom proteins is lethal [Dekker, 98; 
Dietmeier, 97; Sherman, 05]. Tom5 assists  in  the  insertion of substrate  into  the Tom40 pore and  in 
some  cases  acts  as  a  receptor  [Dietmeier,  97;  Kurz,  99].  Tom6  is  in  close  contact  with  Tom22 






rat  [Suzuki, 00] and human mitochondria  [Abdul, 00].  It exhibits a predicted  β‐barrel structure and 
accomplishes the same function as the yeast Tom40 [Humphries, 05]. Human Tom22, a protein of 16 
kDa  with  a  C‐terminal  IMS  domain  and  an  acidic  cytoplasmic  N‐terminus  that  recognizes  prese‐
quence‐containing precursor proteins,  is also tightly associated with the TOM core complex and can 




yeast,  is slightly attached to the TOM complex and recognizes proteins with  internal targeting  infor‐




TPR‐motif  found  to mediate protein‐protein  interactions of  receptors with  cytosolic  chaperones or 
preproteins [Chewawiwat, 99; Young, 98]. 
The driving force for protein translocation across the TOM complex is not known yet. Accord‐
ing  to  the “acidic chain” hypothesis, acidic  residues on cytosolic and  IMS domains of TOM compo‐
nents could interact with positively charged presequences through electrostatic interactions in a way 
that preproteins are passed down an electrochemical gradient from low to increasingly higher affinity 
receptors  [Bolliger, 95; Komiya, 98].  The  Tom22  IMS domain, however,  is not  essential  for protein 
import [Court, 96] Moreover, the mammalian Tom22  lacks an accumulation of acidic residues  in the 
IMS domain  [Yano, 00]. A more  recent model proposes  that preproteins move  along binding  sites 
with an increasing affinity for structural features rather than for acidic regions [Pfanner, 01]. 
2.3.2 The SAM complex 
β‐barrel proteins are a unique  species of evolutionarily  conserved membrane proteins  that 
occur  in  the outer membrane of mitochondria and gram‐negative bacteria. All  β‐barrel proteins  in 
eukaryotes are encoded in the nucleus and are transported through the OMM by the TOM complex.  
Introduction 






to build  the TOM complex. Mim1  is also  specialized on TOM complex assembly.  IMS,  intermembrane  space; 
MDM, mitochondrial distribution and morphology; OMM, outer mitochondrial membrane; SAM,  sorting and 
assembly machinery; TOM, translocase of the outer mitochondrial membrane. 







negative  bacteria  [Gentle,  04;  Schleiff,  05;  Voulhoux,  04].  Interestingly,  in  Neisseria  meningitidis 
Omp85 was found to assemble β‐barrel proteins in the outer bacterial membrane, providing evidence 
for a  functional homology  to Sam50 besides  structural parallels  [Voulhoux, 04].  In yeast,  the outer 
membrane proteins  Sam35  (Tom38, Tob38)  [Milenkovic, 04; Waizenegger, 04]  and  Sam37  (Mas37) 
[Gratzer, 95; Paschen, 03; Wiedemann, 03] build  the SAM  core  complex  together with Sam50 and 
assist in the assembly of β‐barrels in the OMM in a sequential manner [Chan, 08]. The transfer of β‐




Specialized devices exist  for  the assembly of  the TOM  complex. Mdm10  can associate with 
both the MDM and the SAM complex; in conjunction with the latter, Mdm10 is involved in late steps 
of the TOM complex assembly [Meisinger, 04]. Mim1 forms an alternative complex with the SAM core 
complex and promotes  integration of signal‐anchored Tom proteins  into  the TOM complex  [Becker, 
Introduction 





Sam50,  like  its  fungal  counterpart,  is  essential  for  the  assembly  of  β‐barrel  proteins  in  the  outer 
membrane  of mammalian mitochondria  [Gentle,  04;  Humphries,  05;  Kozjak‐Pavlovic,  07].  Besides 







Numerous proteins  in  the  IMS with masses  smaller  than 20 kDa  carry a  characteristic  con‐
served cysteine motif that is required for the binding of cofactors, for example metal ions. These pro‐
teins  are  equipped with  an  internal mitochondrial  targeting  information  and  shuttled  through  the 
TOM complex into the IMS with the help of the MIA (mitochondrial intermembrane space import and 
assembly) complex [Chacinska, 04; Naoe, 04]. Its central core, Mia40, contains six conserved cysteine 
motifs  that mediate  the  folding of precursors and  their assembly  into mature complexes, and  their 










Proteins with  an N‐terminal presequence  that  are destined  for  the  IMM or  the matrix  are 
handed over from the TOM complex to the TIM23 translocase (Figure 2‐5). The core subunit of this 
complex  is  Tim23,  a  channel‐forming  transmembrane  protein  with  an  extensive  IMS  domain 
[Truscott,  01].  In  order  to  preserve  the membrane  potential  across  the  IMM  (Δψ),  the  channel  is 
tightly regulated by the TIM23 subunit Tim50 [Dekker, 93; Meinecke, 06]. Tim50 also  interacts with 
precursors at  the  IMS  side of  the TOM  complex and assists  in  their binding  to  the  IMS domain of 
Tom22, facilitating their transfer through the OMM [Geissler, 02; Mokranjac, 03; Yamamoto, 02].  
Introduction 









chondrial membrane;  PAM,  precursor‐associated motor;  TIM,  translocase  of  the  inner mitochondrial mem‐
brane; TOM, translocase of the outer mitochondrial membrane; Δψ, mitochondrial inner membrane potential. 
Another  factor  of  the  TIM23  complex,  Tim21,  competitively  binds  Tom22  presumably  to 
achieve  the  release of  the precursor  from Tom22  [Albrecht, 06; Chacinska, 03]. The precursor  then 
interacts with the IMS domain of Tim23 and is channeled through the pore [Truscott, 01]. The driving 
force for the IMM translocation is Δψ, that activates the Tim23 channel and exerts an electrophoretic 
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TIM23 complex  [Blom, 93; Hutu, 08; Schneider, 94]. Matrix  import  is  further regulated by  J‐protein 
family members that bind and promote ATPase activity of Hsp70 members. Pam18 is a DnaJ‐like pro‐
tein  and  stimulates  the  ATPase  activity  of mtHsp70.  Pam16  controls  the  activity  of  Pam18, while 
Pam17  is thought to help  in the assembly of the Pam18‐Pam16 module [D'Silva, 05; Li, 04; van der 
Laan, 05]. Nucleotide release factors like Mge1 or Mdj1 in the matrix assist in the exchange of ADP by 
ATP [Liu, 03; Schneider, 96].   The PAM complex  is associated with the TIM23 translocase only  in the 
absence of Tim21 [Chacinska, 05]. When not PAM, but Tim21 is bound to the TIM23 complex, precur‐
sors  containing  a  stop‐transfer  signal  following  their N‐terminal presequence  are  inserted  into  the 
channel and are  laterally released  into the  IMM [van der Laan, 06]. The switch between Tim21 and 
PAM is mediated by the TIM23 complex protein Tim17 [Chacinska, 05]. 
Only little is known about the import of presequence‐containing precursors in mammalian mi‐
tochondria, although  it seems to  follow a similar principle  (Figure 2‐7 and Table 1). Homologues of 
Tim23,  Tim17,  Tim50,  Tim44  and mtHsp70 were  identified  in mammalian  organisms  [Bauer,  99b; 
Bomer, 96; Guo, 04; Ishihara, 98; Wada, 98], whereas Tim21‐like proteins were not characterised yet, 
although a  respective gene does exist  in higher eukaryotes  [Sun, 07]. Human Tim17  is encoded by 
two genes whose products build  two different complexes with human Tim23  for yet unknown rea‐
sons  [Bauer, 99b]. Human Tim50  is a 40 kDa protein  that  forms a  complex with Tim23 and exerts 
phosphatase activity in vitro [Guo, 04]. In contrast to the membrane integrated form in yeast, human 






Carrier proteins with  internal  targeting  information are guided  to  the TIM22  translocase by 
the soluble, hexameric chaperone complexes Tim9‐Tim10 and ‐ in the case of the Tim23 precursor ‐ 
Tim8‐Tim13  [Davis, 07; Vial, 02; Webb, 06]  (Figure 2‐6). Docking of  these complexes  to  the TIM22 
import unit  is mediated by Tim12  that passes  the  carrier  substrate  to  the  translocase  [Gebert, 08; 
Koehler, 98; Ryan, 99; Sirrenberg, 98], consisting of  the  integral membrane proteins Tim22, Tim54,  
and Tim18 [Kerscher, 97]; [Koehler, 00]. Tim22  is a channel‐forming protein with sequence homolo‐
gies  to Tim23 and Tim17  [Sirrenberg, 96].  It  forms a  twin pore whose gating  is dependent on  Δψ 
across the IMM and on the binding of precursor substrate [Kovermann, 02; Peixoto, 07; Rehling, 03]. 
Tim54  could  exert  a  similar  function  as  Tim50  in  regulating  the  pore, whereas  Tim18  acts  in  the 
TIM22 complex assembly [Kerscher, 97; Wagner, 08]. 
Homologues of Tim22 and of the small Tim proteins (Tim8a, Tim8b, Tim9, Tim10a, Tim10b, 










assembly, Tim54 may  regulate  the pore  activity.  IMM,  inner mitochondrial membrane;  IMS,  intermembrane 
space; OMM, outer mitochondrial membrane; TIM,  translocase of  the  inner mitochondrial membrane; TOM, 
translocase of the outer mitochondrial membrane; Δψ, mitochondrial inner membrane potential. 
2.3.6 Evolution of mitochondrial import machines 








from the  IMS side of the OMM reveals parallels  to the  insertion of bacterial β‐barrel proteins  from 













to  the yeast TIM22  complex  factors have been  found.  In  the  intermembrane  space, as  shown  for yeast,  the 
small Tim proteins Tim8a, 8b, 9, 10a, 10b and 13 build chaperone complexes that guide precursors  from the 







proteins  Tim23,  Tim17,  and  Tim22  share  sequence  homology  to  a  family  of  bacterial  amino  acid 
transporters  [Rassow,  99].  Family  members  of  Tim44  can  be  found  in  all  eukaryotes  and  α‐
proteobacteria [Walton, 04]. The matrix folding machinery clearly derived from bacterial chaperones, 
as  seen  by  the  high  homology  of Mge1  and Mdj1  to  GrpE  and  DnaJ,  respectively.  Further,  the  
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cochaperones Cpn60 and Cpn10 are derived  from GroEL and GroES  [Ryan, 97], and mtHsp70 origi‐
nates from bacterial DnaK‐type Hsp70 proteins [Boorstein, 94; Moro, 05]. Bacterial homologues were 
also described  for MMP  and  the  inner mitochondrial membrane protease  [Braun, 95; Paetzel, 02; 
Taylor, 01].   
The signal sequences  targeting  the early mitochondrial proteins  to  the organelle  likely stem 
from bacteria, as hydrophobic, discrete sequences resembling N‐terminal presequences can also be 





tion machinery, probably an Omp85 homologue  [Dolezal, 06; Lister, 06]. Transport across  the  IMM 
might  initially have been accomplished via the bacterial sec machinery that was shown to theoreti‐
cally work  in a rethrograde mode  [Cavalier‐Smith, 06; Romisch, 99]. As soon as  the  first  import de‐
vices into mitochondria had developed, gene copies in the mitochondrial genome that were doubled 
and transferred to the nucleus might have been lost; these events possibly triggered the evolution of 
mitochondrial  import  complexes  [Cavalier‐Smith,  06;  Lister,  06].  The  TOM  complex  consisting  of 
Tom40, Tom22, and the small Tom proteins developed, as these factors are present  in all eukaryotic 
mitochondria  today  [Macasev,  04].  This  early  TOM  complex must  have  lacked  receptors,  because 
Tom20 and Tom70 only are present  in  fungi and animals, but not  in plant mitochondria  [Chan, 06; 
Likic, 05]. Furthermore,  import can even occur  in  the absence of Tom20 and Tom70  in yeast mito‐
chondria, though with slower kinetics [Lithgow, 94]. After separation of yeast cells from the lineage of 
higher eukaryotes, both types of mitochondria developed additional factors  like the metaxins  in the 
mammalian SAM  complex or Tim54, Tim18, and Tim12  in  the  fungal organelle  (for  comparison of 
fungal and mammalian import see Table 1 and Figure 2‐7). 
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Kim,  07].  The different RNAi‐based  approaches  for  gene  silencing mimic  steps of  the  endogenous 




the  RNA‐induced  silencing  complex  (RISC)  [Kim,  05].  The  RISC  component  Argonaute  2  (AGO2) 
cleaves the sense RNA strand to generate a single‐stranded (ss) antisense RNA that guides RISC to a 
complementary  sequence  in  the 3´UTR  (untranslated  region) of  the  target mRNA and abolishes  its 
translation  [Liu,  05].  The  RISC  complex  is  then  recycled  for  further  specific  mRNA  silencing 
[Hutvagner, 02].  RNAi‐induced gene silencing is often achieved by transient transfection of synthetic 
small  interfering RNA (siRNA)  into the cellular cytoplasm. SiRNA  is recognized by RISC, processed by 
AGO2 and guides  the activated RISC complex  to  the complementary mRNA sequence  [Tolia, 07].  In 
contrast  to miRNA‐mediated  silencing,  the endonuclease activity of RISC  cleaves  the  target mRNA, 
















pate  in  early RISC  assembly  [Lee, 04]. By using  siRNA  longer  than 21 bp  that  also underlies Dicer 
processing this obstacle can be circumvented [Kim, 05]. 
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3.2 The lentiviral two‐vector system 
In  the  present  approach  single  HeLa  cell  clones  were  generated  that  carry  a  genome‐
integrated cassette encoding a shRNA under an inducible polymerase III (Pol III) promoter. The usage 
of an inducible promoter for shRNA expression is inevitable for the investigation of essential proteins 
like Tom40 or Sam50.  In addition, cells  in which  the knockdown was not  induced provide a perfect 
control for the parallel investigation of on‐ and off‐status of a certain gene. Moreover, the inducibility 





dition,  their  small  size and  their defined  transcription  start  site make Pol  III promoters  suitable  for 
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Thereby, the resulting fusion protein binds to tetO via the tTr element of the repressor, while 
the Krüppel domain silences promoters located 3kb up‐ and downstream of the repressor binding site 
(Figure 3‐1a). Addition of doxycycline  (Dox) abolishes binding of  the  repressor  to  tetO and  thereby 




posttranscriptionally via an  IRES site  (Figure 3‐1). The  lentiviral vectors pLV‐THM and pLV‐tTR‐KRAB‐
Red are flanked by self‐inactivating (SIN) long terminal repeats (LTR) to ensure that lentiviral LTRs are 
not transcriptionally active.  In order to  increase shRNA expression, the tetO‐H1‐shRNA cassette was 
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Tom22,  Tom70,  Tom40,  Sam50, Metaxin  1,  and Metaxin  2  or  the  inner membrane  factors  (IMM) 
Tim23, Tim22, and Tim50 were  cloned  into  the pLV‐THM vector. Upon  sequence verification  lenti‐
virus packed with the shRNA‐encoding pLV‐THM vector was produced and used for the transduction 















panded  and  induced with  doxycycline  for  7  days.  Clones  that  expressed GFP  upon Dox‐treatment 
(Figure 3‐4b) were screened for knockdown efficiency by qRT‐PCR. The clone with the most efficient 
RNA knockdown for each shRNA is depicted in Figure 3‐4c. The selected clone is named with the tar‐
get  gene,  followed  by  the  respective  shRNA  number.  For  example  a  clone with  stably  integrated 
shRNA number 2 targeting tom40 is called tom40kd‐2. Cell clones with a low RNA level of the gene of  
Generation of stable shRNA‐knockdown cell lines 
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Figure  3‐4. Generation  of  single  cell  clones.  (a) HeLa‐KRAB  cells  transduced with  shRNA‐encoding  pLV‐THM 
lentivectors were sorted by FACS. Single cells expressing dsRed, but not GFP were sorted into 96‐well plates for 






















shRNAs  revealed  a  strong  decrease  of  the  respective  RNA  upon Dox‐induction  (Figure  3‐4c),  they 
could not be tested on protein level because no antibodies were available for these proteins.  
3.3.3 Levels of mitochondrial import factors in knockdown cell lines 
The difference between  yeast  temperature‐sensitive mutants  generally used  for  studies on 
mitochondrial protein import and conditional shRNA‐mediated knockdown cell lines is that the induc‐
tion of RNAi silencing takes several days and potentially affects other proteins whose import depends 
on the shRNA‐targeted factors.  If these proteins are themselves participating  in protein  import, this 
secondary effect might influence results obtained with these cell lines. Therefore, levels of other mi‐





(d) mtx2kd‐2 cells were  induced with doxycycline  (Dox)  for 7 days,  (b)  tom40kd‐2 cells only  for 5 days. Mito‐
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ShRNA‐expression  in tom22kd‐1, sam50kd‐2, and mtx2kd‐2 cells was triggered by cultivating 







treatment greatly affected  the  levels of Metaxin 1 and Metaxin 2, proteins assisting  Sam50  in  the 







To exclude that mitochondria of knockdown cell  lines  loose their OMM  integrity, proteins  in the  in‐





portant  result  proves  that  the  cell  lines  generated  in  this work  have  an  intact OMM  even  under 
knockdown conditions and are therefore suitable for mitochondrial protein import experiments. 
 
Figure  3‐7.  Knockdown  of  import  factors  does  not  affect  the  OMM  integrity.  In  the  cell  lines  tom22kd‐1, 
tom70kd‐1,  tom40kd‐2,  sam50kd‐2  and mtx2kd‐2  knockdown was  induced  by  doxycycline  (Dox)‐treatment. 
Mitochondria from non‐induced and induced cells were isolated and treated with proteinase K (PK). As control, 
HeLa mitochondria were undertaken  swelling  (SW) before  PK‐treatment. Upon  separation by  SDS‐PAGE  and 
western blot,  levels of  the  IMS proteins AIF, Tim23 and Smac were assessed  to  control membrane  integrity. 
Tom20 served as control for PK‐activity, and F1α as a loading control. Smac, Smac/DIABLO. 
Generation of stable shRNA‐knockdown cell lines 






of mitochondrial  import  in mammalian cells. Although  initially time consuming, the usage of shRNA 
cell lines instead of transient siRNA transfection provides the advantage of a continuous system with 






similarity  to other mRNAs or by  interfering with miRNA‐regulated untranslated  regions. Therefore, 
care must be taken if experiments are carried out that monitor a complex phenotype induced by RNAi 
knockdown  ‐  like  for example  the  influence of a certain protein on apoptosis  ‐ and more  than one 
shRNA or siRNA should be used for such experiments. Off‐target effects can also occur by a saturation 















duction of proteins  implicated  in mitochondrial protein  import. Additionally,  two cell clones with a 




tegrity  (Figure 3‐7).  Levels of mitochondrial proteins  in  tom70kd‐1  cells were not addressed  in  the 
present study, as they were shown elsewhere to be unaltered [Kozjak‐Pavlovic, 07]. 
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4 TOM‐independent complex formation of Bax and Bak  
4.1 A short introduction to apoptosis 
In most cell types, the mitochondrial outer membrane permeabilization  (MOMP)  is the  irre‐
versible event  that  leads  to  the execution of apoptosis  [Chipuk, 08b]. Despite extensive research  in 
this field, the molecular nature of MOMP  is still unknown. What became clear, however,  is that the 








change  followed by  the oligomerization of Apaf‐1  to  form  the apoptosome. This structure binds  to 
procaspase‐9, permits its dimerization and autoproteolytic cleavage. Activated caspase‐9 renders the 
active effector caspases 3 and 7, which  in  turn promote  the degradation of various cellular  targets 
and  the  packaging  of  the  apoptotic  cell  for  phagocytic  removal  [Li,  97;  Srinivasula,  98,  Zou,  97]. 





responding receptor of the TNFR  (TNF receptor) superfamily    (e.g. TNFR‐1, TRAIL receptor, or CD96 
/FAS), homooligomerizes and recruits the adapter molecule FADD (Fas‐associated death domain) via 
an  interaction between  the death domains of both proteins  [Boldin, 95; Kischkel, 95; Wajant, 98]. 
TNFR‐1  signaling  requires  the  additional  adaptor  protein  TRADD  (TNFR  associated  death  domain), 
from which alternative prosurvival pathways branch off [Hsu, 95; Hsu, 96]. DISC assembly then occurs 
for all receptor types by FADD‐mediated binding of procaspase‐8. By autoproteolytical cleavage cas‐
pase‐8 becomes activated and gets  released  into  the cytoplasm  [Medema, 97]. The effect of active 
caspase‐8 depends on its concentration. So‐called “type I cells” contain high levels of active caspase‐
8; in this cell type, the effector caspases 3 and 7 are directly triggered by caspase‐8. Alternatively, in 
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Figure 4‐1. Pathways  induced by extrinsic or  intrinsic apoptosis  stimuli. Extrinsic  stimulation of apoptosis by 
death ligands like TNFα or Fas ligand trigger the formation of the death‐induced signaling complex (DISC) at the 
respective receptor. DISC formation results in activation of caspase‐8. In type I cells, caspase‐8 directly cleaves 
effector caspase‐3  that degrades various  cellular  targets.  In  type  II  cells, due  to  low concentrations of active 
caspase‐8, amplification of apoptotic signals via mitochondria  is required. Caspase‐8 cleaves Bid  into  its trun‐
cated  form  (tBid),  resulting  in  the  activation  and oligomerization of Bax  and Bak  in  the outer mitochondrial 
membrane and to subsequent mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP). Intrinsic pathways of 
apoptosis are initiated by stress signals like DNA damage or growth factor withdrawal. Stress sensors, the BH3‐
only  proteins  (“BH3‐onlys”)  respond  to  these  signal  by  triggering  the  oligomerization  of  Bax  and  Bak  and 
thereby MOMP. This can be inhibited by antiapoptotic Bcl‐2 family proteins like Bcl‐2 or Bcl‐xL. MOMP results in 
the  release  of  proapoptotic  factors  from  the  mitochondrial  intermembrane  space,  amongst  others  cyto‐
chrome c and Smac/DIABLO. Cytosolic cytochrome c allows the formation of the apoptosome by Apaf‐1, result‐
ing  in  caspase‐9  activation,  subsequent  effector  caspase  activation  and  cellular  degradation. Another  factor 
released during MOMP, Smac/DIABLO, deactivates IAPs that block caspase function. 
Intrinsic pathways  that  trigger apoptosis originate  from various stress stimuli  including DNA 
damage, growth factor withdrawal or loss of attachment to the extracellular matrix [Fernandez‐Luna, 
08; Keeble, 07; Youle, 08]. These diverse  signals are  forwarded by various pathways,  involving e.g. 
p53, MAPK/JNK, and PI3K/AKT,  to  three groups of Bcl‐2 proteins  that control MOMP. The proapop‐
totic effector proteins Bax, Bak, and  in  few cell  types Bok, containing  the Bcl‐2 homology  (BH) do‐
mains BH1 to BH3, directly lead to MOMP by oligomerizing in the OMM. This can be inhibited by the 
TOM‐independent complex formation of Bax and Bak 









antiapoptotic antagonists  in healthy  cells. Upon activation,  the BH3‐only proteins would neutralize 
antiapoptotic  proteins  and  thereby  free  Bax  and  Bak,  leading  to MOMP  [Fletcher,  08; Willis,  05; 
Willis, 07]. Another hypothesis considers that Bid and Bim directly activate the effectors Bax and Bak 







tails about  the  targeting of mitochondria by Bax and Bak are hardly  known. Bax and Bak are  tail‐
anchored mitochondrial proteins [Cheng, 03; Goping, 98; Nechushtan, 99; Wolter, 97]. This group of 
outer membrane proteins contains a carboxy (C)‐terminal targeting signal that forms the transmem‐
brane segment  (TMS). Lacking any sequence conservation, common structural  features among  tail‐
anchored proteins are moderate hydrophobicity of the TMS with positive charges at  its  flanking re‐
gions [Borgese, 07; Rapaport, 03]. Under non‐apoptotic conditions Bax is a soluble cytosolic protein, 
with  its C‐terminal hydrophobic  TMS  residues hidden within  a hydrophobic  pocket  in  the protein. 
Upon  induction of apoptosis, the TMS becomes exposed and results  in translocation of Bax  into the 
OMM  [Desagher, 99; Nechushtan, 99; Wolter, 97]. Bak,  in  contrast,  is permanently  localized  in  the 
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to require VDAC2  [Setoguchi, 06]. The potential problem with  these reports  is that most of the au‐
thors used yeast as a model system, which particularly  in view of the  lack of Bcl‐2 proteins  in yeast 
mitochondria  raises  doubts  if  apoptosis  in  yeast  is  sufficiently  similar  to  mammalian  cell  death 
[Cheng, 08]. Moreover, frequently the release of cytochrome c was monitored rather then Bax or Bak 





factors  in apoptosis, the shRNA cell  lines with  inducible knockdowns  in components of  the TOM or 
the SAM complex produced in this work were applied to study Bax and Bak import. Two approaches 
were used: the formation of Bax and Bak oligomers upon apoptosis  induction was monitored  in the 





pend on  the  levels of antiapoptotic Bcl‐2 proteins  [Cuconati, 03; Mikhailov, 01; Willis, 05; Yi, 03b]. 
Therefore,  levels of several proteins  involved  in apoptosis were monitored  in the shRNA knockdown 
cell  lines  to  control  their  suitability  for  the  subsequent  apoptosis  experiments.  In  the  cell  lines 
tom22kd‐1,  tom70kd‐1,  tom40kd‐2,  sam50kd‐2, and mtx2kd‐2,  shRNA expression was  induced with 
doxycycline, and  the  levels of antiapoptotic Bcl‐2 proteins Bcl‐xL and Bcl‐2 and of  the proapoptotic 
factors AIF,  Smac/DIABLO  and  cytochrome  c were  compared  between mitochondria  isolated  from 
non‐induced and  from  induced cells. Despite very efficient knockdowns of  the shRNA‐targeted pro‐




















complexes  and were  separated  by  BN‐PAGE.  By  immunoblot,  several  protein  complexes were  de‐


















isolated  from healthy  (‐TNFα) and apoptotic  (+TNFα)  cells were  separated by BN‐PAGE,  followed by western 
blot. Bax and Bak were detected using the respective antibodies. The more prominent complexes are marked 
with  large,  the  less prominent  complexes with  small  asterisks.  (b) Control  and  apoptotic mitochondria were 
treated with 100 mM sodium carbonate at pH 10.8 or 11.5 as  indicated. After ultracentrifugation,  the deter‐




high  knockdown  efficiencies  in  doxycycline‐treated  samples,  the  formation  of  the  Bax  complexes 
upon TNFα‐treatment was not affected by a knockdown of TOM or SAM complex components (Figure 
4‐4). Similarly, the Bak complexes in control or apoptotic samples remained unaltered by doxycycline‐





efficiencies and  to  increase  secondary effects entailed by a  lack of  import proteins on other mito‐
chondrial factors, tom22kd‐1, tom70kd‐1, mtx2kd‐2, and sam50kd‐2 cells were treated with doxycy‐
cline for 28 days. For tom40kd‐2 cells this long‐term treatment with doxycycline was not possible, as 
these cells stopped growing soon after  induction. The  long‐term depletion especially  increased  the 
knockdown of Tom22 in the respective cell line (Figure 4‐5a). As before, however, no differences in    
TOM‐independent complex formation of Bax and Bak 
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Figure 4‐4. Knockdown of TOM or SAM complex proteins does not  impair  the  formation of Bax or Bak com‐
plexes. After  treatment of  the cell  lines  (a)  tom22kd‐1,  (b)  tom70kd‐1,  (c)  tom40kd‐2,  (d) sam50kd‐2, and  (e) 
mtx2kd‐2 with doxycycline (Dox) for 7 days, apoptosis was induced with TNFα and cycloheximide in untreated  





































was established.  In vitro  import of VDAC1  served as a  control due  to  its well  characterized  import 





Figure 4‐7.  In vitro transcription and  import of Bax, Bax S184V, Bak and VDAC1  into mitochondria. (a) VDAC1, 
Bak, Bax and Bax S184V genes were expressed in vitro in rabbit reticulocyte lysate in the presence of 35S‐labeled 


















described  in  (a) were directly  compared  to  endogenous  complexes  assessed  as  in  Figure  4‐3a  for  apoptotic 





THM cells were treated with doxycycline  (Dox)  for 7 days. VDAC1, Bax S184V, and Bak  lysates were  imported 
into mitochondria from control (‐Dox) and Dox‐treated (+Dox) cells for indicated time periods. Min, minutes. 
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a complex pair very  similar  to  the one seen  in  the  immunoblot of healthy mitochondria and  some 
smaller less apparent complexes similar to the endogenous Bak complex pair in apoptotic mitochon‐
dria (Figure 4‐8b).  




upon  in  vitro  import of  radiolabeled precursor proteins.  In an additional experiment, after  in  vitro 
import, mitochondria were solubilized with digitonin before incubation with the antibody in order to 
optimize the epitope´s accessibility. In both types of experiment, a significant shift of the 440 kDa Bax 















Mitochondrial  import  of  VDAC  is  well  characterized  and  depends  on  the  TOM  receptors 
Tom20  and  Tom22,  the  Tom40  pore  and  all  known  components  of  the mammalian  SAM  complex 
[Humphries, 05; Kozjak‐Pavlovic, 07].  In  the cell  line  tom22kd‐1, VDAC1 assembly  into various com‐
plexes was greatly affected under knockdown conditions  (Figure 4‐9a). Similarly, when all receptors 
were  digested  from  the mitochondrial  surface  by  treatment  of  isolated mitochondria with  trypsin 
prior  to  import, VDAC1 complex assembly was nearly abolished upon  in vitro  import  (Figure 4‐9c). 
The effect of a simultaneous depletion of all TOM receptors by trypsin pretreatment of mitochondria 
on VDAC1  in vitro  import  is stronger compared  to  the effect of Tom22 depletion  in  the  tom22kd‐2 
cells, because the receptors of the TOM complex can partially substitute each other. In contrast, a lack 
of Tom70  receptor did not  influence VDAC1  import and assembly, as described previously  [Kozjak‐












vitro  import. Mitochondria were separated by BN‐PAGE, and  imported complexes detected by radiography.  In 
parallel, decrease of proteins  induced by Dox  (a,b) or  receptor depletion  (c) was controled by SDS‐PAGE and 
western blot  (WB) with antibodies specific  for Tom20, Tom22 or Tom70. F1α or Hsp60  levels were used as a 
loading control. Min, minutes. 
Finally, the impact of the Tom40 pore, Sam50, and Metaxin 2 on Bax and Bak import into mi‐
tochondria was  investigated.  Control  experiments  carried  out  using  radiolabeled  VDAC1  precursor 
confirmed that  its  import and complex assembly depends on Tom40, Sam50, and the SAM receptor 
Metaxin 2, and demonstrated the suitability of the used cell  lines for the following experiments. To 
reduce  unwanted  secondary  effects  of  the  Tom40  depletion  on  other  mitochondrial  proteins, 
tom40kd‐2 cells were treated  for only 5 days with doxycycline, while knockdown was  induced  for 7 
days  in the other cell  lines.  In vitro  import of VDAC1  into tom40kd‐2 mitochondria was nearly abol‐
ished under knockdown conditions, proving a very efficient reduction of Tom40 in these cells (Figure 
4‐10a). However,  lack of  Tom40 had no  influence on  the  formation of neither Bax  S184V nor Bak 
complex  formation upon  in vitro  import  (Figure 4‐10a). Similarly, while Sam50 depletion obviously 
affected VDAC1 import, the assembly of Bax S184V and Bak into their complexes in mitochondria  
TOM‐independent complex formation of Bax and Bak 



































effect on Bax and Bak complex  formation after TNFα‐treatment was  found  (Figure 4‐5d). As Sam50 
was nearly  lacking  completely already after 7 days of doxycycline‐treatment and  therefore did not 
detectably decrease further after 28 days, secondary affects are more likely to have caused the small 
decrease in apoptotic complex assembly. In addition, levels of Bak in healthy cells do not seem to be 
altered by a  long‐term  knockdown of  Sam50,  further questioning a  role of  Sam50  in Bak  complex 
assembly.  
The  possibility  that  a  protein  that  is  decreased  as  a  secondary  effect  of  long‐term  Sam50 










usage of appropriate cell  lines with shRNAs  targeting  the VDAC  isoforms. Other SAM complex sub‐
strates that decrease after Sam50 depletion and that thereby might cause secondary effects on Bax 
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tion  into mitochondria. An  involvement of Metaxin 1 could also be excluded because this protein  is 






The previous  speculation  that  TOM or  SAM  components  could build  the putative MOMP pore  to‐
gether with Bax and Bak could be excluded  in view of the data presented here. Recent publications 
indicate an involvement of lipids like cholesterol in the membrane integration of Bax [Christenson, 08; 
Lucken‐Ardjomande,  08;  Torrecillas,  07].  Finally,  the  native  complexes  of  Bax  and  Bak were  never 
presented  in  similar  quality  before.  Especially  the  change  in  complex  sizes  in  Bak  after  TNFα‐
stimulation opens new questions with regard to the components of these complexes.         
Import of N. gonorrhoeae PorB into host mitochondria 





orrhoeae. During  the  initial phase of  infection,  gonococci  typically  colonize mucosal  tissues of  the 
urogenital tract. They traverse the epithelial barrier to reach subepithelial layers, where they multiply 




cal  infections, where bacteria proliferate across endothelial  layers  in  the blood and disseminate  to 
cause a  systemic  infection  that can  lead  to a colonization of  joints, causing gonococcal arthritis, or 
sometimes to an infection of the heart or the brain, resulting in endocarditis and meningitis, respec‐
tively. Sepsis caused by systemic gonococcal  infection has been described  in rare cases.  In newborn 
children, conjunctival mucosa infections can occur during birth [Harkness , 48; Hauck, 98; Merz, 00]. 
Various pathogenic  factors on  the bacterial  surface are essential  for  the establishment of a 
gonococcal  infection. The  initiation of  infection  critically depends on  the expression of  type  IV pili 
[Swanson, 73; Virji, 91]. They mediate adhesion to mucosal surfaces accompanied by the typical mi‐
crocolony formation, consisting of 10‐100 diplococci during the first hours of infection. Once N. gon‐




brane  proteins  like  EGFR  or  cytoskeleton  components,  e.g.  actin,  at  sites  of  bacterial  attachment 
[Higashi, 07; Merz, 00]. Manipulation of host cell signaling also occurs by the pili‐triggered release of 
Ca2+  from  intracellular  stores  [Kallstrom,  98].  Importantly,  through  antigenic  variation  and  phase 
variation, gonococci successfully escape immunosystemic recognition [Haas, 86; Meyer, 82]. 
Following pili‐mediated attachment,  tight adherence  to  the host and  likely also  invasion are 

























PorB plays a major role during  invasion, as mutations  in PorB or  its exchange by commensal 
PorB  species  in  the  bacterial  outer membrane  abrogates  entry  of  gonococci  into  epithelial  cells 
[Bauer, 99a].  In a  special experimental  setup  that mimics  the  low phosphate  conditions gonococci 




cocci  in  this  scenario  [Rechner, 07]. PorB might also counteract bacterial clearance by  the  immune 
system,  as  purified  PorB  inhibits  degranulation  of  neutrophils  and  inhibits  phagosome maturation 




A unique feature of PorB  is  its ability to  integrate into host cell membranes during the  initial 
phase of infection, where host and bacterial membranes are in close contact [Weel, 91a; Weel, 91b]. 
In artificial lipids, this transfer has been shown to occur only by porins of pathogenic N. gonorrhoeae 
and N. meningitidis  strains,  but  not  by  the  commensal  strain N.  sicca.  Thereby,  the  frequency  of 
membrane  integration was higher for the P.IA variant of porin then for P.IB [Lynch, 84]. Later,  it was 
found  that PorB can  translocate  from  the host  cytoplasmic membrane  into mitochondria, where  it 








































showed a condensed mitochondrial matrix,  indicated by  its extremely electron‐dense appearance  in 
transmission electron microscopy. Moreover, the cristae structure  in these mitochondria was nearly 
lost  (Figure 5‐2). These data  show  that  transient expression of PorB,  though not  resulting  in apop‐
tosis, affects mitochondria in a similar way as infection with N. gonorrhoeae does. 
Import of N. gonorrhoeae PorB into host mitochondria 









It  was  previously  reported  that  the  mitochondrial  translocation  of  PorB  depends  on  the 
Tom40 pore of  the protein  translocation machinery  [Muller, 02]. Yet, a participation of  the at  that 
time  unknown  SAM  complex  on  PorB  import was  not  addressed  in  that  report. Here,  the  import 
pathway of PorB was  investigated by an  immunofluorescence based approach. To this end, a reduc‐
tion of the mitochondrial import receptors Tom20, Tom22, and Tom70, of the Tom40 pore and of the 









immunogold  labeling with an antibody against  the FLAG‐tag and a  secondary antibody  linked  to 12 nm gold 
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Figure 5‐5. PorB import into mitochondria depends on Tom40, but not on Sam50. HeLa cells were transfected 
with  siRNA  targeting  (a)  Tom40  or  (b)  Sam50.  48  hours  post  transfection,  PorB‐FLAG was  expressed  for  24 
hours, and cells were stained as described for Figure 5‐4 and analyzed by confocal microscopy. 
When  the  same experiment was  carried out  in HeLa  cells  transfected with Tom40  siRNA, a 
similar  phenotype  as  for  Tom22  knockdown  could  be  seen,  confirming  the  previous  finding  that 
Tom40 mediates the transfer of PorB into mitochondria (Figure 5‐5a) [Muller, 02]. To assess whether 







effects. The  localization of PorB was  investigated by  immunogold  labeling of PorB‐FLAG  transfected 
cells  stained  for  the  FLAG‐tag  and  for  endogenous  Tom22  or  Tim23  protein  as  an  outer  or  inner 
membrane marker,  respectively. Gold particles were quantified with  respect  to  their  submitochon‐
drial  localization and grouped  into three categories:  ‘mitochondrial periphery’, which  includes OMM 
proteins and IMM proteins closely associated with the OMM, the ‘mitochondrial inner compartment’, 
referring  to  IMM proteins, and  ‘cytoplasm or unidentified’, comprising  false‐targeted or nonspecifi‐
cally  labeled proteins. As PorB´s potential  to disrupt  the  IMM  cristae  structure would hamper  this 
approach, both expression time was kept to a minimum, and for quantification cells were used that 
only expressed moderate amounts of PorB. Strikingly, around 70 % of labeled PorB was found in the 
mitochondrial  inner compartment, very similar  to  the  IMM protein Tim23  (Figure 5‐6).  In compari‐
















target mitochondria,  suggesting  that  the  targeting  of  some  protein  species  to mitochondria  has 
evolved already  in the common ancestor of mitochondria and eubacteria. In fact,  it was shown that 
around  5  %  of  the  E.coli  genes  contain  a  classical,  N‐terminal mitochondrial  targeting  sequence 
[Lucattini, 04].   Quite a number of bacterial proteins were found that target host cell mitochondria, 
mostly affecting apoptosis signaling on  the  level of mitochondria  [Boya, 01; Kozjak‐Pavlovic, 08]. As 
one would expect, bacterial proteins with an N‐terminal, cleavable targeting signal  like  for example 
Map  from  enteropathogenic  E.coli use  the mitochondrial  import machinery  to  get  into  the matrix 
[Papatheodorou,  06].  The mitochondrial  targeting of  eubacterial  β‐barrel proteins during  infection 
Import of N. gonorrhoeae PorB into host mitochondria 












into  the OMM,  the possible participation of Sam50  in PorB  import was  investigated. Unexpectedly, 
the depletion of Sam50 by siRNA had no impact on the mitochondrial targeting of PorB and its ability 















contrast, neisserial porins differ at  least  in  two amino acids  from  this β‐signal, providing a possible 
explanation  for  their  bypass  of  the  SAM  complex. Also  the  recognition  site  of  the  β‐signal  at  the 
Omp85 homologues  seems  to have diverged:  in bacteria,  several POTRA domains  in  the periplasm 
mediate binding  to  the  signal, while  in eukaryotes,  this domain  is dispensable  for  the assembly of 
β‐barrel proteins [Kutik, 08; Sanchez‐Pulido, 03]. The initial targeting of β‐barrel proteins is independ‐
ent of the β‐signal [Kutik, 08]. While bacterial outer membrane proteins contain an N‐terminal cleav‐
able presequence,  in eukaryotes  this  signal  is not present,  and  consequently, no  general  targeting 













density  gradient  fractionation  [Kozjak‐Pavlovic,  submitted].  A  localization  of  PorB  in  the matrix  or 
intermembrane space cannot be excluded from the TEM study presented here, but  it  is shown else‐
where  that  following  in vitro  import, PorB  is  resistant  to alkaline extraction,  indicating  that PorB  is 
predominantly  inserted  into mitochondrial membranes  [Kozjak‐Pavlovic,  submitted].  The  effects of 
PorB on mitochondria were striking,  including a  loss of Δψ, cristae rearrangement, condensation of 





ning, electrophysiological measurements  in  lipid bilayers  revealed  that PorB channels close at volt‐
ages higher than 40 mV, questioning an open PorB pore in the IMM with a usually higher Δψ. Recent 




















Indications  for  the  importance  of  cristae  structures  beyond  providing  a  site  for  respiration 
came from early studies by Hackenbrock [Hackenbrock, 66]. He discovered that cristae shape  is not 
constant,  but  reflects  the  oxidative  status  of  a  cell  by  variations  of  the  cristae  volume.  Later,  by 




and crista  junctions define additional compartments within the  IMM and the  intermembrane space 
(IMS), providing a diffusion barrier for metabolites as well as for soluble proteins and membrane pro‐




diffusion of ADP  ‐ a key  limiting metabolite for oxidative phosphorylation  ‐ to  increase  its  local con‐
centration [Frey, 00; Mannella, 94]. Besides separating the  IMM, cristae enclose solvents  in the  IMS 
and serve as a storehouse  for proteins  involved  in apoptosis.  It  is estimated  that 80 % of the mito‐
chondrial cytochrome c is locked between cristae membranes, maybe to provide an additional safety 
barrier that prevents apoptosis in healthy cells [Scorrano, 02]. Upon induction of apoptosis and acti‐
vation of the mitochondrial pathway  (see chapter 4.1), crista  junctions widen  ‐ possibly to facilitate 
the release of proapoptotic factors during mitochondrial outer membrane permeabilization ‐ and IMS 
components  like  cytochrome  c gain access  to  the  IMS  [Scorrano, 02]. The  importance of  the  inner 
membrane  topology  is  underlined  by  a  variety  of  neurodegenerative  diseases,  e.g. Alzheimer´s  or 
Parkinson´s  disease,  for which  severe  defects  in  cristae  structure were  described  [Baloyannis,  06; 
Exner, 07; Stichel, 07].  
As already indicated cristae are not static, but change their shape during different physiologi‐
cal conditions  like changes of the nutrient  levels, the osmolarity, the redox status, or  in response to 
apoptotic stimuli. These changes affect their appearance as either predominantly tubular or lamellar, 
their  interconnectivity, and the size of crista  junctions. The modulation from one state to another  is 
Influence of Sam50 on mitochondrial cristae structure 
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thought of not to be a passive process, but rather to  involve fusion and fission proteins  in the  IMM 
[Mannella, 08].  






a decreased  respiration, as  the ATPase  subunits e and g are not  involved  in  respiration, but  rather 
trigger the dimerization of ATPase complexes. It was suggested that ATPase dimers introduce bends in 
the  IMM  at  the  turning points of  cristae membranes  [Strauss, 08]. Another protein  apparently  in‐
volved  in shaping mitochondrial  inner membranes  is Opa1  [Frezza, 06].  It  is  localized at crista  junc‐
tions  and  probably  ties  up  the  IMS  components  enclosed  by  cristae membranes  in  non‐apoptotic 
cells. Upon depletion of Opa1 cristae seem to widen at their basis and cells are more susceptible to 
apoptosis. As Opa1 has  an  additional  role  in maintaining  the mitochondrial network,  it might  link 
mitochondrial ultrastructure and network morphology  [Frezza, 06; Griparic, 04; Olichon, 03]. More‐
over, cardiolipin was also found to be involved in cristae morphology. In the absence of cardiolipin, as 




curring  in two  isoforms,  its function  is not clarified yet, but due to  its high abundance,  it  is found  in 
many surveys that investigate the mitochondrial proteome [Nordgaard, 08; Reifschneider, 06; Taylor, 
03]. Mitofilin is an integral inner membrane protein with a large domain extruding into the IMS and 
was mostly  found at  the  inner boundary membrane by  immunogold  labeling, where  it  forms high 
molecular weight  complexes  [Gieffers, 97;  John, 05; Odgren, 96; Reifschneider, 06].  Interestingly, a 
significant  reduction of  the mitofilin protein  level was  reported  in some diseases,  including Down´s 







upon depletion of  SAM  complex  components. Considering  the high  abundance of mitofilin,  it was 






















a general defect occurring when mitochondrial  import  is abrogated. Using a cell  line with a knock‐
down in Tom40, mitochondria were studied as explained above. Although these cells accumulated a  
 
Figure 6‐1. Depletion of Sam50  leads to aberrant mitochondrial cristae.  (a) Sam50kd‐2 or  (b) sam50kd‐3 cells 
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Figure 6‐2.  (a) PLV‐THM cells were  treated with doxycycline  (Dox)  for 7 days,  (b)  tom40kd‐2 cells  for 5 days. 
Control (‐Dox) and doxycycline‐treated (+Dox) cells were analyzed by transmission electron microscopy. Isolated 
mitochondria of  tom40kd‐2  cells were probed  for a knockdown of Tom40  following 5 days Dox‐induction by 
immunoblot with F1α as a loading control.  
small  amount  of  autophagic  vesicles, mitochondria  appeared  relatively  normal  in  the  absence  of 
Tom40,  indicating  that  cristae  rearrangements  seen  in  sam50kd‐2 cells are not due  to an  impaired 
protein import in general (Figure 6‐2b).  
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arose if this reduction in mitochondrial number was due to an enlargement of mitochondria or due to 
their degradation, possibly by mitophagy. To address  this  issue,  the  size of  individual mitochondria 
was determined. In sam50kd‐2 control cells that were not induced with doxycycline, the average mi‐
tochondrial size was 0.3 (±0.2) µm2, while in cells where Sam50 knockdown was induced, an average 
size of 0.7  (±0.7) µm2 with a variability of 0.1 up  to 5.6 µm2 was measured  (Figure 6‐3b).  In Tom40 
knockdown cells, the mean size of mitochondria was 0.4 (± 0.3) µm2 in both doxycycline‐treated and 















      55
 
 
Figure 6‐5.  The mitochondrial network  is not  affected by  a  lack of  Tom40. Untreated  (‐Dox) or doxycycline‐






Tom40 knockdown were also analyzed.  In contrast to the   phenotype seen  in Sam50‐depleted cells, 
mitochondria lacking Tom40 displayed only a slight decrease in their interconnectivity (Figure 6‐5). To 
exclude that a Sam50 knockdown decreased the levels of mitochondrial fusion proteins thereby caus‐
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6.2.3 Sam50 knockdown affects the mitofilin complex 





body after the separation of mitochondria by BN‐PAGE   (Figure 6‐7a).  Interestingly,  in mitochondria 
devoid of Sam50, the amount of the 700 kDa complex increased remarkably, an effect that could even 
be amplified by the usage of higher digitonin concentrations. By applying the same amount of mito‐














Figure 6‐7. A  lack of Sam50  leads to the  increase of a mitofilin complex.  (a) Mitochondria of sam50kd‐2 cells 
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theless,  the mitofilin  complex  that accumulated upon Sam50 depletion verifies  the  interaction be‐




teomic approach claimed  that mitofilin  forms aggregates of even up  to 10 000 kDa  [Reifschneider, 
06]. However, more elaborated studies are necessary to better characterize this complex.  
By what  is known so far, mitofilin and Sam50 might function  in bridging the outer and  inner 
mitochondrial membranes. The similar phenotypes seen after Sam50 or mitofilin knockdown, disar‐
ranged  cristae,  and  the  requirement  of  Sam50  for  the  stability  of  a mitofilin‐containing  complex 
speaks  in  favour  of  this  idea.  Previously,  contact  sites  between  the OMM  and  the  IMM were  de‐
scribed  [Knoll, 83]. Also  ‘bridging particles’ were  found of 10‐15 nm  in  size  that  could  form mem‐




very similar phenotypes on cristae morphology were shown  for yeast mutants  lacking one of  these 
Influence of Sam50 on mitochondrial cristae structure 
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Sam50 might  result  in exclusively  local bends. A  lack of  this  function  could explain  the  concentric 
membranes seen by John et al. [05].  
A phenotype not observed  in  the absence of mitofilin, but after  Sam50  knockdown,  is  the 
formation of large spherical mitochondria that would point to a defect in mitochondrial fusion. Nev‐
ertheless,  this  is unlikely, as  the mitochondria observed by TEM even had  increased mitochondria, 
and the levels of the known proteins participating in mitochondrial fusion were not altered by a lack 
of Sam50 (Figure 6‐4 and Figure 6‐6). It seems possible that the fusion and fission apparatus in mito‐
chondria with such an altered cristae content  faces difficulties especially during  fusion of  the  IMM, 
and that this may lead in some way to the observed spherical mitochondria increased in size as a sec‐





brane structures of mitochondria.  In future,  it will be exciting to explore  if Sam50  is part of a hypo‐
thetical ‘mitoskeleton’ that might determine the architecture of mitochondria.  
Conclusion and Outlook 








cell mitochondria  [Kozjak‐Pavlovic,  submitted].  Results  obtained  using  these  cells were  confirmed 
with siRNAs within the present work. Finally, on the basis of this tool, a novel role of the β‐barrel pro‐
tein  sorting  and  assembly  device  Sam50  in  the  formation  of mitochondrial  cristae  topology was 
found. The aim of this last chapter is to summarize the results presented before, to draw final conclu‐
sions, and to provide an outlook on future perspectives.       




to  their yeast counterparts. The reason  for  the preferential  investigation of yeast  is  the widespread 
usage of conditional or temperature‐sensitive yeast mutants, a system that is not available for mam‐
malian mitochondria. By the set of cell  lines generated here, a basis  is provided that enables future 
research on  the mammalian  translocase  systems. However,  the  cell  lines are not  fully equal  to  the 
yeast mutants. Firstly,  they  represent knockdowns  rather  than knockouts of  the  target genes. As a 
consequence, protein import of some precursors might only be slowed down, but not fully abrogated. 








tigation of  secondary  effects of  a protein  knockdown  are  crucial  to  circumvent  this problem. Also 
disadvantageous  is  the expression of dsRed and GFP  in  the shRNA cell  lines due  to  the dual vector 
system used. However,  it was observed that the dsRed expression  is very weak, allowing the detec‐




find  further  targets  of  the  different  protein  import  machineries  and,  by  applying  the  recently  
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size during apoptosis. Various possible  interaction partners were suggested  for Bak both  in healthy 
cells and during apoptosis,  including Mcl‐1, VDAC2, Mitofusin1 and Mitofusin2  [Brooks, 07; Cheng, 
03; Willis,  05].  It would  be  challenging  to  investigate whether  these  putative  interaction  partners 
form one of the complexes with Bak detected by BN‐PAGE, or to unravel the content of the numerous 
Bax complexes.  
With  the  finding of a  β‐barrel protein  in  the  inner mitochondrial membrane  (IMM), as de‐
scribed here for PorB from Neisseria gonorrhoeae, the dogma was broken that porins  localize exclu‐








the  respective Omp85 homologue  even diverges  among porins  from Neisseria  species  and  E.  coli, 
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similar studies could clarify if the exchange of the penultimate amino acid in gonococcal PorB would 
render  it compatible with the Omp85 from E.coli and abrogate  its toxicity when expressed  in E. coli. 
Also an  interesting question  is whether  the meningococcal PorB homologue,  that was described as 


































































































































































































Antibody  Species  Dilution for western blot  Company 
Actin (beta, clone AC‐15)  mouse    1:5000  Sigma‐Aldrich 
AIF  rabbit    1:1000  Cell Signaling Technology 
Bak NT  rabbit    1:1000  Upstate Biotechnology 
Bax NT  rabbit    1:1000  Upstate Biotechnology 
Bcl‐2 (clone 100)  mouse    1:500  Santa Cruz Biotechnology 
Bcl‐xL/S (S‐18)  rabbit    1:500  Santa Cruz Biotechnology 
Cytochrome c (7H8.2C12)  mouse    1:500  BD Biosciences 
Material 
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F1α  mouse    1:10000  BD Biosciences 
FLAG  rabbit    1:1000  Sigma‐Aldrich 
Hsp60  mouse    1:2000  Stressgen Bioreagents 
Mitofilin  rabbit    1:2000  Abcam 
MFN1  mouse    1:1000  Abcam 
MFN2  mouse    1:1000  Abcam 
Mtx1  rabbit    1:500  Gift from K.Terada 
Mtx1  rabbit    1:100  Generated by V. Kozjac‐Pavlovic 
Mtx2  rabbit    1:100  Generated by V. Kozjac‐Pavlovic 
Opa1 (clone 18)  mouse    1:500  BD Biosciences 
Sam50  rabbit    1:100  Gift from N.J. Hoogenraad 
Smac/Diablo  mouse    1:1000  Cell Signaling Technology 
Tim23 (clone 32)  mouse    1:2500  BD Biosciences 
Tom20 (clone 29)  mouse    1:500  BD Biosciences 
Tom22 [1C9‐2]  mouse    1:1000  GeneTex 
Tom70  rabbit    1:125  Gift from K. Mihara 
Tom40  rabbit    1:100  Gift from N.J. Hoogenraad 
Tom40 (H‐300)  rabbit    1:1000  Santa Cruz Biotechnology 
Tubulin (alpha, clone DM1A)  mouse    1:1000  Sigma‐Aldrich 
VDAC  rabbit    1:1000  Abcam 
         
Secondary antibodies 
Antibody  Species    Dilution   Company 
ECLTM sheep, HRP‐conjugated  mouse    1:3000  GE Healthcare (Amersham) 
ECLTM donkey, HRP‐conjugated  rabbit    1:3000  GE Healthcare (Amersham)  
CyTM2 donkey, Cy2‐conjugated  mouse    1:100  Jackson ImmunoResearch 
CyTM2 goat, Cy2‐conjugated  rabbit    1:100  Jackson ImmunoResearch  





























from Biochrom.  For  cultivation of E.  coli,  LB‐Broth Base or  LB‐Agar  from  Invitrogen were prepared 














































































































































































Lentivirus was produced by  the RNAi  group.  Therefor, 2  x 106 293T  cells were  seeded  into 10  cm 


















was  sorted  into  a  96‐well  plate  in  RPMI medium  supplemented with  10 %  FCS  and  1 %  penicil‐
lin/streptomycin.   
Methods 





















labeled  lysate was used. The  import mix was  incubated at 25‐37 °C   for up to 1 hour. Samples were 
centrifuged at 10 000 g for 5 minutes at 4 °C and supernatants were removed. 500 µl cold SET‐buffer 
was added, and samples were centrifuged again with  the pellet  towards  the axis of  the centrifuge. 
Pellets were stored at ‐80 °C until analyzed. 
Digestion of isolated mitochondria with proteinase K 
For  the swelling control, 50 µg  isolated mitochondria were resuspended  in 400 µl control buffer or 
swelling buffer. During  incubation on  ice  for  30 minutes,  samples were pipetted up  and  down  10 
times every 10 minutes. Then, samples were centrifuged at 10 000 g for 10 minutes at 4 °C. For pro‐
teinase K digestion, mitochondrial pellets were resuspended  in 100 µl control buffer with 50 µg/ml 
proteinase K and digested on  ice  for 30 minutes with occasional pipetting. To  inhibit  the protease, 
2 mM PMSF was added for 10 minutes, pellets were collected by centrifugation and washed once in 
100 µl SET‐buffer containing 2 mM PMSF at 4  °C. Mitochondria were  resuspended directly  in 15 µl 
Laemmlie buffer after a final centrifugation step.  
Methods 
























vitro  import were resuspended  in 50 µl  import buffer and antibody was added. Samples were  incu‐
bated for 1 hour on ice with gentle shaking every 20 minutes. Samples not yet treated with digitonin 







































over night at 4  °C. After briefly  rinsing  the membrane with TBS‐T,  it was overlayed with a primary 












ming with T4‐DNA polymerase  in  the presence of dGTP. The processed vector was  ligated with  the 
annealed oligonucleotides. 
 
Oligo annealing  Vector digestion  T4 reaction  Ligation 
10 µM sense oligo  20 µg vector  30 µl vector DNA  100 ng vector DNA 
10 µM antisense oligo          20 U Cla1   2 mM dGTP   2.5 µl oligos 
1x annealing buffer       20 U Mlu1   1x NEBuffer2 (10x)  1x ligase buffer (10x) 
→ filled up to 50 µl   1x NEBuffer 4 (10x)  1x BSA (100x)  20 U T4 ligase 
with ddH2O  1x BSA (100x)  6 U T4 DNA polymerase  → filled up to 20 µl 
  → filled up to 100 µl   → filled up to 40 µl  with ddH2O 
  with ddH2O  with ddH2O   
Incubation:  Incubation:  The reaction was  Incubation: 
4 minutes at 94 °C  over night at  pipetted on ice.  Over night at 4 °C 
10 minutes at 70 °C  room temperature.  Incubation:   
70 – 4 °C (‐0.1 °C /sec)  Purification with the  30 minutes at 12 °C,   





































































































diluted  in prewarmed medium and  incubated on  living cells for 30 minutes at 37 °C  in the dark. For 
fixation, cells were washed once with PBS and incubated with 3.4 % paraformaldehyde for 30 minutes 
at room temperature. After washing  in PBS, cells were blocked and permeabilized  in blocking buffer 
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